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O presente estudo objetivou validar um método prático, rápido, de baixo custo para 
determinação qualitativa por cromatografia em papel de ceftiofur no leite, para posterior 
utilização da técnica em laticínios. A escolha do ceftiofur é devida à observação de bulas 
comerciais, que descartam a necessidade de carência. A utilização em amostras de água 
destilada contaminadas com ceftiofur sódico, demonstraram a coloração da fita. Sendo assim, 
consideradou-se a coloração amarelo-queimado como positiva, verde suspeito, e azul 
negativo. Com base nestes resultados, a metodologia proposta é promissora, possibilitando 
uma continuidade do trabalho, passando de testes in vitro, para testes no leite cru. 





The present study aimed to validate a practical, fast, low cost method for qualitative 
determination by chromatography on paper of ceftiofur in milk, for later use of the technique 
in dairy products. The choice of ceftiofur is due to the observation of commercial leaflets, 
which rule out the need for a lack. The use in distilled water samples contaminated with 
sodium ceftiofur demonstrated the coloration of the tape. Thus, the yellow-burn coloration 
was considered as positive, suspect green, and negative blue. Based on these results, the 
proposed methodology is promising, allowing a continuity of the work, from in vitro tests, to 
tests in raw milk.  
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INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 
O ceftiofur sódico é um antibacteriano de largo espectro, pertencente à classe das 
cefalosporinas, possui atividade contra bactérias gram positivas e negativas, com uma boa 
atuação contra β-lactamases. Atua inibindo a síntese da parede celular bacteriana, semelhante 
  
a outras cefalosporinas. É utilizado no tratamento de infecções respiratórias em bovinos, 
suínos e aves, tratamentos de pododermatites, mastite e outras condições sépticas em bovinos 
(SOUZA, 2009). 
Atualmente o extenso uso de antibióticos para o gado leiteiro e outras espécies, levanta 
grandes questões devido à resistência bacteriana dificultando o tratamento de futuras 
infecções, problemas na qualidade na produção de derivados lácteos e presença de resíduos 
em produtos de origem animal, envolvendo a saúde pública. Resíduos de antibióticos podem 
ser transferidos para a população através da carne, leite e seus derivados, podendo ser 
diretamente tóxicos, ocasionar reações alérgicas em pessoas hipersensíveis e seu consumo 
contínuo e em pequenas quantidades pode ocasionar uma proliferação de micro-organismos 
resistentes a medicamentos em humanos (BION et al., 2016), 
Os objetivos do trabalho foram desenvolver e validar método analítico, prático, rápido, 
específico, de custo-benefício satisfatório para quantificação de ceftiofur no leite produzido 
em propriedades da região oeste de Santa Catarina, avaliando os seguintes parâmetros 
analíticos: exatidão, precisão, linearidade e limite de detecção e quantificação para ceftiofur. 
Padronizar a técnica qualitativa de identificação de ceftiofur por reações químicas 
colorimétricas em cromatografia em papel. E avaliar a situação de resíduos encontrados no 





A metodologia empregada a realização desta pesquisa se baseia na complexação 
química de reagentes específicos com o ceftiofur por meio de reações químicas 
colorimétricas. 
Foram coletadas 50 amostras do tanque de leite, do Instituto Federal Campus 
Concórdia onde foi realizado o projeto, na qual, o veterinário responsável rebanho garante o 
não uso do antibiótico estudado. Já, as amostras externas ao campus a serem analisadas, 
serão cedidas por pequenos produtores rurais em número de 60 amostras, de diferentes 
cidades do oeste de Santa Catarina. 
A validação deste método analítico para espectrofotometria e cromatografia, foi 
  
conduzido pelo “guia para validação de métodos analíticos e bioanalíticos – Resolução nº 
889/2003” (ANVISA, 2003). No qual, constam os principais parâmetros para validação de 
um método analítico e que é descrito a baixo. Após compor a padronização de determinação 
do ceftiofur, foi iniciado a preparação do protocolo a ser utilizado, utilizando água destilada, 
amostras internas, e então serão analisadas as amostras externas propriamente ditas. 
Cromatografia em Papel – Impregnação do Reagente e Procedimento de Análise: 
inicialmente foram realizados testes in vitro para posterior impregnação dos reagentes em 
papéis, antes do início dos testes foram pré-definidas utilização da concentração de 0,1 mol 
de NaOH e 1 mol de CuSO4, porém devido a problemas a serem relatados em resultados e 
discussões, foram alterados protocolos passando a utilizar 1 mol de NaOH e 1 mol de CuSO4. 
Foram então feitas amostras a partir de água destilada contaminadas com ceftiofur sódico de 
base livre. Em um Béquer  de 50 mL preparou-se uma solução mãe de 50mg/mL, dilui-se 
então em 5 béquer s alíquotas de 10, 5, 1, 0,5, e 0,1mg/mL, dois béquer s separados foram 
preparados, onde 10mg de ceftiofur com a adição dos reagentes foram adicionadas a uma 
dos béquer s para servir como padrão, e uma solução salina 0,9% serviu como branco. Após 
foram adicionados 100uL da solução de NaOH, os béquer s foram homogeneizados e 
adicionou-se 100uL às soluções de CuSO4, e então as amostras foram comparadas com o 
padrão, e branco preparados anteriormente. 
Análise Estatística: A análise estatística foi realizada pelo teste de ANOVA com 
fator único e significância de 0,5 (ANVISA, 2003). 
 
RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
Foram refeitos os trabalhos, estudados e apresentados pelo laboratório nos anos 
anteriores, os quais tiveram a finalidade de detectar e quantificar Ceftiofur e Ceftriaxona. 
Onde determinou-se o comprimento de onda para realização em 360nm. Após isso, foi obtida 
a curva padrão com as seguintes concentrações 10, 5, 1, 0,5, 0,1mg/mL, onde o R² foi de 
0,9985. Este teste serviu de base para comparar, e confirmar a presença de Ceftiofur em 
amostras positivas e/ou suspeitas realizadas com cromatografia em papel. 
Inicialmente, os estudos com as concentrações de 0,1M de NaOH e 1M de CuSO4 
  
não deram resultados. Iniciou-se então a tentativa de diversos novos protocolos, como adição 
de corantes para tentativa de corar o anel β-lactâmico do ceftiofur, os corantes utilizados 
foram azul de bromotimol, azul de metileno, e Fast Green FCF. Reagentes oxidativos foram 
utilizados na tentativa dos novos protocolos, porém nem um dos mesmos, foram satisfatórios 
para continuidade do trabalho, foi realizado então novas tentativas de padronização dos 
reagentes descritos inicialmente.  
Os trabalhos para padronização das concentrações dos reagentes utilizados, iniciou-
se com água destilada, cujo foram contaminadas com diferentes concentrações de ceftiofur. 
As concentrações foram muito variáveis de 50mg/mL até 1µg/mL, respeitando um padrão 
de diminuição para padronização. Para todas as concentrações de ceftiofur avaliadas, foram 
utilizadas diferentes concentrações de reagentes e reveladores. No quadro de figuras 1 se 
verifica a adição de 100uL das concentrações 1M de NaOH e 1M de CuSO4 onde apresenta 
os melhores resultados encontrados avaliando os parâmetros colorimétricos dos mesmos. 
   
Figura 1. Na figura A segue da esquerda para direita respectivamente a concentração de 
ceftiofur 10; 5; 1; 0,1 mg com adição de 100uL de 1M NaoH e 100uL de CuSO4. A figura B 
representa o controle positivo com adição dos reagentes. A figura C representa o controle 
negativo do ceftiofur com adição dos reagentes.  
 
Com a predefinição do protocolo a ser seguido, iniciou-se a impregnação de CuSO4 
por aspersão no papel filtro celulose 250g/cm², secando em abrigo de efeitos deletérios do 
ambiente. Após impregnar todo o papel, e secá-lo, o mesmo foi cortado em fitas de 10cm x 
2cm, e adicionado o NaOH nas alíquotas de ceftiofur, esperou-se 5 minutos após 
homogeneização, e mergulhou-se a fita, e foi aguardado o tempo de reação. Houve reação, 
porém, não corou a fita, e sim a solução do béquer. Como apresentado na figura 2, já em 
tubos para melhor visualização. 
  
 
Figura 2.  A e B Representação da coloração somente da amostra e não da fita. (A) - Da 
esquerda para a direita respectivamente: controle negativo, soluções de 0,1 , 1  ,10 mg/mL 





Com esta nova fase de padronização a impregnação das soluções no papel foram 
todas muito promissoras. Todos os trabalhos feitos foram reavaliados pelo teste de 
Espectrofotometria na região do UV padronizado no início do período da bolsa. Os 
resultados obtidos foram realizados seguindo os parâmetros analíticos de exatidão, precisão, 
linearidade, limite de detecção e quantificação. Onde todas as amostras foram realizadas em 
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